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Resumen 
Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo. La 
aterosclerosis es la patología que subyace a la mayor parte de los eventos 
cardiovasculares conocidos. Los niveles altos de colesterol LDL son por mucho el 
principal factor que precipita el desarrollo de la enfermedad. Los macrófagos son los 
protagonistas de la respuesta inflamatoria que ocurre en la lesión aterosclerótica. En su 
intento por eliminar el exceso de colesterol, la inflamación crónica inducida por éstos 
perjudica más la lesión hasta el riesgo de ruptura y la consecuente de trombosis 
manifestada clínicamente como infarto al miocardio, ictus y otros eventos clínicos. 
  
PCSK9 es una proteína producida principalmente por el hígado que actúa regulando los 
niveles del receptor de colesterol LDL a través de su degradación. Así, las mutaciones 
con ganancia de función de PCSK9 ocasiona niveles elevados de LDL en sangre. Poco 
más se sabe de PCSK9 sobre su expresión y función en tejidos y órganos extrahepáticos. 
En el presente trabajo, investigamos el papel de PCSK9 en los macrófagos y tejidos 
vasculares. La expresión es nula en estos tejidos. Sin embargo, la administración 
exógena de PCSK9 promueve en el macrófago una disminución del receptor de LDL y 
del receptor CD36. Además, PCSK9 induce una mayor producción de especies reactivas 
de oxígeno y una mayor sensibilidad a la muerte inducida en estas células. Estos efectos 
se acompañan de una mayor expresión de la NADPH oxidasa NOX2, y su inhibición 
revierte los cambios observados por acción de PCSK9. Así mismo, PCSK9 promueve un 
discreto aumento en la migración de los macrófagos, los cuales expresan mayores 
niveles de CXCL1 y CD47. Finalmente, la expresión de PCSK9 en suero de pacientes 
hipercolesterolémicos es mayor que en pacientes sanos y, en arterias de pacientes con 
aterosclerosis avanzada, PCSK9 se expresa a nivel proteico, lo que sugiere un depósito 
en la vasculatura de esta proteína proveniente del hígado, promoviendo así el 
desarrollo de aterosclerosis. 
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Abstract 
Cardiovascular diseases are the main cause of death worldwide. Atherosclerosis is the 
underlying cause related to most of the clinical outcomes. High LDL cholesterol levels 
are by far the main factor that triggers the development of the disease. Macrophages 
are key players of the inflammatory response within the atherosclerotic lesion. In their 
attempt to eliminate the excess of cholesterol, the chronic inflammation induced by 
these worsen the plaque with the following rupture and thrombosis expressed as heart 
attack, ictus and other clinical events. 
PCSK9 is a protein produced mainly by the liver that acts regulating the LDL receptor 
through its degradation. Thus, mutations with gain-of-function on PCSK9 gene 
promote an increase in plasma LDL levels. Little is known about PCSK9 expression and 
function in extrahepatic tissues and organs. In the present work, we investigated the 
role of PCSK9 in macrophages and vascular tissues. There is no expression of this 
protein in macrophages, endothelium and vascular smooth muscle cells. However, the 
stimulation with exogenous PCSK9 promotes a degradation in LDL and CD36 receptors 
in macrophages. Besides, PCSK9 induced a higher production of reactive oxygen 
species and an increased sensibility to death in these cells. These changes are followed 
by a rise in the NADPH oxidase NOX2 expression and its inhibition reverts these effects 
made by PCSK9. Also, PCSK9 promotes a discreet increase in macrophage migration, 
which express high levels of CXCL1 and CD47 due to PCSK9. Finally, the expression of 
PCSK9 in human hypercholesterolemic serum is higher than in healthy patients and, in 
arteries of patients with advanced atherosclerotic lesions, there is a protein expression 
of PCSK9, which suggest a deposit of hepatic PCSK9 in vascular tissues, and thus 
promoting the development of atherosclerosis.  
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Introducción 
Aterosclerosis 
La aterosclerosis es una enfermedad inmunoinflamatoria y fibroproliferativa de las 
grandes y medianas arterias caracterizada por lesiones focales que ocurren en zonas de 
alteración del flujo laminar, particularmente en puntos de ramificación y bifurcación, 
las cuales se caracterizan por presentar acúmulo de lípidos. Las células endoteliales, los 
leucocitos y el músculo liso vascular son los principales partícipes en el desarrollo de 
esta enfermedad. Es por mucho la causa más frecuente de enfermedad arterial 
coronaria, enfermedad de las arterias carótidas y de la enfermedad arterial periférica1. 
La aterosclerosis por si sola rara vez es fatal; es la trombosis formada sobre la ruptura 
de una placa aterosclerótica, la que precipita los eventos clínicos que amenazan la vida 
como el síndrome coronario agudo y el ictus. 
De entre los adultos en países industrializados, la cuarta parte de todas las muertes 
resultan del bloqueo arterial debido a placas de aterosclerosis2. En el transcurso de 50 
años, la prevalencia de la enfermedad se ha incrementado a escalas epidémicas. 
Resulta sorprendente que los eventos coronarios fueran reconocidos hace apenas cien 
años.  
 
Antecedentes 
Las placas ateroscleróticas en la superficie de la aorta fueron descritas por patólogos 
alemanes en el siglo XIX3. La palabra aterosclerosis deriva del griego atheros que 
significa gruel, alimento básico de los antiguos griegos, que consistía en algún tipo de 
cereal (avena, trigo, centeno o arroz) cocido en agua o leche. Esto describiría la 
consistencia caseosa de las placas al ser diseccionadas. La primera pista de que esa 
sustancia caseosa era el colesterol llegó en 1910 cuando Aldof Windaus encontró que 
las placas en las aortas humanas contenían hasta 25 veces más colesterol que en aortas 
normales.  
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Figura 1. Prevalencia de colesterol total alto (>200mg/dl) en sangre en adultos mayores de 
25 años en el mundo. Las tasas más altas se observan en los países con mayor 
industrialización4. 
 
La relación entre los niveles plasmáticos de colesterol y los eventos cardiacos se vinculó 
genéticamente en 1938, cuando el médico noruego Carl Müller describió a familias en 
las que el colesterol alto en plasma era transmitido de forma autosómica dominante5. 
Nombrada como hipercolesterolemia familiar, pronto fue reconocida por los niveles 
altos de colesterol y su asociación con la incidencia hasta 20 veces mayor de eventos 
cardiacos a mediana edad. 
En 1955, John Gofman utilizó la recién desarrollada ultracentrífuga para separar las 
lipoproteínas transportadoras de colesterol en el plasma de acuerdo a su densidad. 
Observó dos grandes fracciones: las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y las 
lipoproteínas de alta densidad (HDL). Posteriormente observó que los pacientes con 
ataques agudos al corazón presentaban niveles elevados de LDL y bajos de HDL6. Las 
observaciones de Gofman fueron ampliamente replicadas y marcó una de las más 
grandes correlaciones conocidas en la medicina: niveles altos de LDL, bajos de HDL y 
mayor incidencia de eventos cardiacos. 
Cada partícula de LDL contiene aproximadamente 1500 ésteres de colesterol en un 
núcleo hidrofóbico rodeado de una membrana fosfolipídica y una proteína llamada 
apolipoproteína B (ApoB). 
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Figura 2. Partícula de LDL. La LDL consiste en un núcleo de ésteres de colesterol (~1500 
moléculas) rodeados por una capa de fosfolípidos y unida sobre ella la apolipoproteína B 
(500kDa), la cual se une al receptor de LDL en la superficie de la membrana plasmática. 
 
Factores de riesgo como la hipertensión, la diabetes, el tabaquismo y el género 
masculino parecen acelerar la enfermedad desencadenada por las lipoproteínas 
aterogénicas7. 
En 1972, Goldstein y Brown descubren el receptor de LDL (LDL-R) estudiando a 
pacientes con hipercolesterolemia familiar. El LDL-R se une a la apolipoproteína B del 
LDL y se internaliza por medio de endocitosis mediada por vesículas de clatrina8,9.  
Figura 3. Endocitosis de colesterol mediada por vesículas de clatrina9. 
 
El complejo LDL/LDL-R internalizado se separa, donde el LDL-R se recicla y redirige a 
la membrana celular y el LDL es trasladado a los lisosomas donde los ésteres de 
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colesterol son hidrolizados y el colesterol libre ejerce estos efectos en la célula: la 
síntesis de nueva membrana celular, la inhibición de la síntesis endógena de colesterol 
intracelular, la inhibición de la síntesis de receptores de LDL y la activación de la acetil-
coenzima A acetil-transferasa (ACAT) para la re-esterificación del colesterol10. 
 
 
Figura 4. Endocitosis de LDL mediada por el LDL-R11. 
 
La relación entre la producción y actividad del LDL-R y la hidroxi-metil-glutaril-
coenzima A reductasa (HMGCR), enzima limitante para la síntesis endógena de 
colesterol, está sometida a una retroalimentación por inhibición. Cuando los niveles de 
colesterol son bajos, los niveles de HMGCR y LDL-R aumentan. Cuando los niveles 
celulares de colesterol aumentan, estas proteínas disminuyen. El resultado es 
mantener los niveles constantes de colesterol en la célula12. La regulación de estos 
eventos depende del factor de transcripción proteínas de unión a elementos 
reguladores de esteroles o sterol regulatory element-binding proteins (SREBP), el cual 
monitoriza los niveles intracelulares de colesterol libre y modula la expresión de genes 
reguladores13. 
En 1976, Akira Endo y colaboradores en Tokio identificaron el primer inhibidor de la 
HMGCR14, inaugurando una nueva clase de fármacos que inhibirían la síntesis 
endógena de colesterol y aumentaría la expresión de LDL-R en superficie, las estatinas.  
 
 
Fisiopatología de la aterosclerosis 
La respuesta inflamatoria que deriva de la retención de lipoproteínas ApoB en la 
vasculatura induce una activación del endotelio en un modo que recluta la llegada de 
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monocitos circulantes15,16. Las células endoteliales secretan quimioatrayentes o 
quimioquinas, que interactúan con receptores presentes en los monocitos y promueven 
una migración direccional de estos. 
Las apolipoproteínas B son producidas por el hígado y las células intestinales. Las ApoB 
hepáticas son secretadas como lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), las cuales 
se convierten en la circulación en LDL, y las ApoB intestinales son secretadas como 
quilomicrones los cuales se convierten por lipólisis en remanentes de quilomicrones. 
Los monocitos se originan de células progenitoras derivadas de la médula ósea y 
circulan el torrente sanguíneo hasta ser atraídos a sitios de inflamación. Conducidos por 
el factor estimulante de colonia de macrófagos (M-CSF) y otros factores de 
diferenciación, la mayoría de los monocitos en las lesiones ateroscleróticas se 
convierten en macrófagos o células dendríticas17,18. 
 
Cascada de adhesión 
Los pasos que modulan la entrada de monocitos en la íntima arterial dependen de la 
regulación de moléculas en el endotelio activado y median el arresto de los monocitos 
por la cascada de adhesión19. La captura y el rolling de esta cascada depende de la 
inmovilización de quimioquinas, particularmente CC-ligando de quimioquina 5 (CCL5) 
y CXC-ligando de quimioquina 1 (CXCL1), en la superficie luminal del endotelio. La 
proteína de adhesión celular vascular (VCAM-1) y la de adhesión intercelular (ICAM-1), 
contribuyen a la adhesión de monocitos. La transmigración de monocitos a través del 
endotelio es mediada por quimioquinas secretadas por las células endoteliales, los 
macrófagos ya presentes en la íntima y las células de músculo liso vascular. Aunque se 
han identificado muchas, las principales quimioquinas implicadas en la transmigración 
de monocitos son la proteína quimioatrayente de monocitos (MCP-1), el CC-receptor 
de quimioquinas tipo 2 (CCR2), CX3C-receptor y ligando de quimioquina tipo 1 
(CX3CR1-CX3CL1), entre otros20.  
 
Captura de lipoproteínas 
Aunque los macrófagos pueden aclarar las lipoproteínas ApoB a través del LDL-R, la 
expresión de este receptor disminuye por el incremento del colesterol intracelular, por 
lo que deben existir otras vías y mecanismos de entrada de estas lipoproteínas. Se han 
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identificado distintas modificaciones de las LDL que facilitan la carga de colesterol en 
los macrófagos in vitro21. Un paradigma que prevalece ha sido que el incremento en el 
estrés oxidativo en la pared arterial promueve la modificación de las LDL. Una variedad 
de mecanismos mediados por enzimas como la 12/15 lipo-oxigenasa y mieloperoxidasa, 
así como las especies reactivas de oxígeno (ROS) como el anión superóxido (O2-•), el 
peróxido de hidrogeno (H2O2) y el óxido nítrico (NO•) han sido identificados como 
promotores de la oxidación del LDL en la pared arterial21 y estas LDL oxidadas son 
ávidamente endocitadas por los macrófagos en ensayos in vitro22,23. 
 
Receptores Scavenger 
Los receptores scavenger (barrendero), son un tipo de receptor de reconocimiento de 
patrones (PRR) expresados en macrófagos, con un importante papel en la 
aterosclerosis caracterizados por su habilidad para reconocer y procesar partículas de 
LDL modificada24. Numerosos receptores scavenger se han clasificado, como el 
receptor scavenger A1 (SR-A1), la translocasa de ácidos grasos o receptor scavenger B3 
(CD36), el receptor de macrófagos con estructura de colágeno o MARCO (SR-A2), el 
receptor de LDL oxidadas parecido a lectina (LOX1), entre otros, los cuales pueden 
unirse a LDL modificadas y promover una sobrecarga de lípidos en los macrófagos, 
signo característico que les confiere el nombre de células espumosas25. 
SR-A1 y CD36 median el 75-90% de la degradación de las LDL que han sido modificadas 
por acetilación u oxidación en ensayos in vitro23. 
Estos receptores internalizan a las lipoproteínas y, en los compartimentos endosomales 
tardíos, los ésteres de colesterol de esas lipoproteínas son hidrolizados a colesterol libre 
y ácidos grasos libres. 
La deficiencia combinada de SR-A1 y CD36 redujo la formación de células espumosas 
en ratones Apoe-/-; sin embargo, este efecto fue incompleto, el cual sugiere que existen 
mecanismos adicionales de captura del colesterol in vivo26,27. 
Diversos estudios proponen que la entrada de colesterol puede ser independiente de 
estos receptores28. Los macrófagos pueden capturar partículas nativas y oxidadas de 
LDL por pinocitosis29 así como capturar agregados de lipoproteínas por fagocitosis30. 
 25 
 
Figura 5. Captura de lipoproteínas apoB por los macrófagos. Diversos mecanismos de 
captura como la pinocitosis, fagocitosis o la endocitosis mediada por receptores participan 
en el aclaramiento de lípidos por los macrófagos en la lesión vascular29. 
 
Progresión de la lesión aterosclerótica 
Una vez establecidos, los macrófagos que se acumulan en las placas ateroscleróticas 
parecen tener disminuida su capacidad de migrar, lo que contribuye al fallo en la 
resolución de la inflamación y las lesiones se vuelven más avanzadas: placas complejas 
en las que otros subtipos celulares como las células dendríticas, los linfocitos, 
eosinófilos, mastocitos y células de músculo liso vascular empeoran el proceso 
inflamatorio31,32. 
Figura 6. Etapas en la progresión de la lesión aterosclerótica33. 
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En estas placas avanzadas, además de su función scavenger, los macrófagos continúan 
siendo los mayores promotores de la respuesta inflamatoria a través de la secreción de 
mediadores pro-inflamatorios que incluyen citoquinas como TNF-a e IL-1b, especies 
reactivas de oxígeno y nitrógeno, así como moléculas desestabilizantes y pro-
trombóticas como proteasas de matriz extracelular y finalmente su muerte por necrosis 
o apoptosis. La eferocitosis (efferocytosis del latín ‘efferre’ que significa ‘llevar a la 
tumba’) es la capacidad de los macrófagos de fagocitar a las células apoptóticas y 
necróticas, dicha capacidad es deficiente en los estadios avanzados de la lesión34. 
Finalmente, los macrófagos que mueren liberan el contenido lipídico y los factores 
tisulares que desencadenan la formación un núcleo necrótico frágil, avascular, 
hipocelular y totalmente desprovisto de soporte de colágeno. Este núcleo necrótico es 
un componente clave que contribuye a la ruptura de la placa y la consiguiente trombosis 
que subyace al infarto agudo al miocardio y al ictus.  
 
Figura 7. Desestabilización de la placa y trombosis. La apoptosis de las células espumosas 
y la eferocitosis defectuosa de los macrófagos presentes en la placa promueve un aumento 
de muerte por necrosis en estas células las cuales conforman el núcleo necrótico. El 
posterior debilitamiento de la placa aumenta el riesgo de ruptura y la siguiente formación 
del trombo que ocluye al vaso sanguíneo33. 
 
Por el otro lado, bajo condiciones favorables (bajos niveles de LDL y altos de HDL), se 
puede reducir el contenido de colesterol intracelular en los macrófagos 
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transportándolo hacia las lipoproteínas HDL extracelulares, a través de transportadores 
de membrana, mecanismo conocido como transporte reverso del colesterol35,36. 
 
Polarización de macrófagos 
Existe un gran interés en la heterogeneidad de los macrófagos en las lesiones 
ateroscleróticas, particularmente por su capacidad de diferenciarse a distintas 
subpoblaciones: aquellas involucradas en los procesos inflamatorios, conocidos como 
macrófagos M1 y aquellas que participan en la resolución y reparación de los tejidos 
afectados, los macrófagos M237,38. Mucha de la teoría en esta área ha sido desarrollada 
por estudios in vitro que exploran la expresión de genes y proteínas y la función de los 
macrófagos a varios tratamientos como los factores de crecimiento y diferenciación, 
las citoquinas producidas por respuestas tipo 1 o 2 de las células T cooperadoras, 
factores de transcripción PPARs e incluso lipoproteínas aterogénicas y lípidos en 
general39. Sin embargo, la situación que acontece en el subendotelio aterosclerótico es 
más compleja y existe una gran diferencia entre los estudios in vitro y las observaciones 
in vivo. Se necesitan más estudios para caracterizar las moléculas específicas que 
influyen en la polarización de los macrófagos y que tengan significancia funcional en el 
desarrollo de aterogénesis más allá diferenciación entre M1 y M240–42. 
 
PCSK9 
Pro-proteína convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9) es una glicoproteína 
compuesta por 692 aminoácidos, perteneciente a la familia de las pro-proteínas 
convertasas43. 
Es expresada no sólo en el hígado, sino también en intestino, riñón y sistema nervioso 
central44. PCSK9 es sintetizada como un zimógeno soluble (pro-PCSK9) de 72 kDa, 
compuesto por un péptido señal (residuos 1-30), un pro-dominio (residuos 31-152) que 
preceden al dominio catalítico (residuos 153-451) y que finaliza por el dominio C-
terminal (residuos 452-692).  Este zimógeno es autocatalizado en el retículo 
endoplásmico, dando lugar a su estructura madura de 62 kDa, la cual se transporta al 
aparato de Golgi para luego ser secretada44. Una vez secretada al plasma, la PCSK9 
extracelular actúa como una proteína de tipo chaperona e interactúa con la primera 
secuencia repetitiva del factor de crecimiento epidérmico (EGF-A) del LDL-R, que se 
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encuentra presente en la membrana plasmática de los hepatocitos.  Esta actividad de 
tipo chaperona es responsable de la degradación del LDL-R mediada por PCSK945. El 
complejo PCSK9/LDL-R es internalizado en el hepatocito a través de endocitosis 
mediada por clatrina, para luego ser trasladado hacia los lisosomas, donde una 
disminución del pH fortalece más la interacción entre ambas proteínas. La unión entre 
PCSK9 y LDL-R inhibe el reciclado del LDL-R hacia la membrana plasmática, 
reduciendo así la cantidad de LDL-R en la membrana del hepatocito y en consecuencia 
elevando los niveles plasmáticos de colesterol46. 
 
Figura 8. PCSK9 y LDL-R en el hepatocito. La unión de PCSK9 al LDL-R impide el 
reciclamiento de LDL-R, disminuyendo la cantidad de receptor en membrana y la 
capacidad de aclaramiento de LDL plasmático por el hígado47. 
 
La importancia clínica de PCSK9 derivó a partir de la caracterización de la 
hipercolesterolemia familiar autosómica dominante de tipo III, por la mutación con 
aumento en la actividad de PCSK9, observada en familias francesas y que carecían de 
mutaciones en el receptor de LDL-R (hipercolesterolemia familiar tipo I) y en la 
apolipoproteína B (hipercolesterolemia familiar tipo II)48. El rol que PCSK9 ejercía en el 
metabolismo del colesterol se intensificó al descubrir que las mutaciones con la pérdida 
en la función manifestaban una importante hipocolesterolemia. De este modo, se 
determinó que las variantes con pérdida en la función de PCSK9 disminuían los niveles 
de LDL en sangre al disminuir la degradación del LDL-R y que las variantes con ganancia 
en la función incrementaban los valores de LDL al acelerar la degradación del LDL-R49. 
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Figura 9. Mutaciones en PCSK9. Aquellas mutaciones que confieren mayor actividad y 
función de PCSK9 disminuyen considerablemente la cantidad de LDL-R. Por el contrario, 
las mutaciones con pérdida en la función de PCSK9 permiten una cantidad abundante de 
LDL-R en la superficie del hepatocito. 
 
El plasma humano contiene ∼100-200 ng/ml de PCSK950. Estudios en animales 
transgénicos indican que sólo las modificaciones que sobreexpresan PCSK9 a niveles 
supra-fisiológicos (>30 veces) incrementan los niveles plasmáticos de colesterol 
(+60%); un aumento de PCSK9 de 3 veces por encima de estos valores no tiene un 
impacto significativo en el colesterol circulante51,52.  
También, la infusión continua de PCSK9 en ratones WT con PCSK9 recombinante53 
mostró que la administración de 1 microgramo por mililitro de sangre circulante es 
necesaria para afectar los niveles proteicos de LDL-R en el hígado. Por lo tanto, incluso 
a niveles elevados, la PCSK9 circulante reduce principalmente los niveles de LDL-R en 
el hígado con pocos cambios en tejidos extrahepáticos, por ejemplo, en las glándulas 
suprarrenales52,54. 
La regulación transcripcional de PCSK9 ha sido cada vez más entendida en los últimos 
años. El principal factor de transcripción que regula la expresión de PCSK9 es SREBP45, 
mismo que regula al LDL-R e HMGCR. La inhibición de HMGCR por las estatinas 
ocasiona una inhibición de síntesis endógena de colesterol, acompañado de una 
sobreexpresión de LDL-R y, de manera paradójica, una sobreexpresión de PCSK9. Esto 
explica los casos refractarios de pacientes que toman estatinas45,55. De manera 
subsecuente, se ha descrito que el factor nuclear 1 a de hepatocito (HNF-1α) también 
interviene en la regulación transcripcional de PCSK9 en el hígado56. Así mismo, la 
participación de receptores nucleares como el receptor X fernesoide (FXR), el receptor 
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X hepático (LXR) y los receptores activados por proliferadores de peroxisomas 
(PPARs)57–59. 
La aterosclerosis y la inflamación crónica que la caracteriza, parece tener más relación 
con PCSK9 más allá que sólo la vía del receptor de LDL y los niveles de LDL circulantes60. 
Sin embargo, los hallazgos y las descripciones son opuestas entre los pocos reportes 
que existen. Ferri et al. ha descrito la expresión de PCSK9 en placas ateroscleróticas61 y 
Pesu et al. lo refuta y describe la presencia de otra proteasa en la placa de 
aterosclerosis62. PCSK9 es secretada también por las células musculares vasculares y 
reducen la expresión del LDL-R en macrófagos61. En ratones, la administración de 
lipopolisacárido (LPS) y la inflamación sistémica que induce provoca la expresión de 
ARNm de PCSK9 y la disminución de LDL-R en hepatocitos60, lo que influye 
significativamente en los niveles plasmáticos de LDL durante la inflamación. De igual 
modo lo ocasiona la trementina y las partículas de zimosano63. Un estudio describe la 
inhibición de la activación del factor nuclear kappa B (NF-κB) ocasionada por LDL 
oxidadas en macrófagos, utilizando un siRNA de PCSK9 y, por consiguiente, 
modificando la expresión de citoquinas pro-inflamatorias64. 
 
Estrés Oxidativo 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) juegan un papel importante en el desarrollo de 
aterosclerosis. La producción de ROS a nivel vascular participa tanto en el desarrollo de 
la enfermedad como en el mantenimiento de la propia homeostasis. En la vasculatura, 
diversas enzimas localizadas contribuyen a la producción de estas especies. Éstas 
incluyen a las oxidasas de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato o NADPH 
oxidasas (NOX), sintasas de óxido nítrico (NOS), enzimas de la cadena respiratoria, la 
monooxigenasa del citocromo P450 y xantina oxidasa65,66. Mientras todas estas 
enzimas son importantes en varios estados de la enfermedad, las NOX parecen tener 
un rol principal al orquestar la activación y la disfunción de otras enzimas67.  
La generación inicial de anión superóxido (O2-•) por las NADPH oxidasas desencadena 
la liberación de ROS de otras fuentes como la producción de peróxido de hidrógeno 
(H2O2) por la superóxido dismutasa (SOD) y la también producción de peroxinitritos 
(ONOO-) por la unión del superóxido al óxido nítrico (NO•) producido por la óxido nítrico 
sintasa68. Las diferentes isoformas de NOX se expresan diferencialmente en la pared 
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vascular, incluyendo el endotelio, las células del músculo liso vascular, fibroblastos y las 
células inmunes infiltradas. 
 
Figura 10. Producción de ROS y enzimas participantes. Las NOX son las enzimas 
encargadas de iniciar la producción de ROS. El anión superóxido puede generar peróxido 
de hidrógeno así como peroxinitritos. La acción de estas moléculas, además de su función 
bactericida, es la participación en la oxidación reversible de proteínas que pueden iniciar 
cascadas de señalización. No obstante, cuando la producción se sobrepasa, la oxidación 
de proteínas puede ser irreversible y generar daño y disfunción celular69. 
 
El perfil de expresión de las NOX varía tanto en la enfermedad como en los distintos 
estadios de la misma. En general, es aceptado que en condiciones fisiológicas, las NOX 
presentan una actividad constitutiva relativamente baja. Sin embargo, su actividad 
puede verse aumentada en respuesta a diferentes estímulos70–72. 
 
Localización, estructura y funciones básicas de las principales NOX vasculares 
Las isoformas vasculares de NOX tienen seis dominios transmembrana, incluyendo 
hélices alfa con terminales N- y C- citosólica, las cuales participan en la transferencia de 
electrones, que llevan a la reducción del oxígeno molecular hacia el anión superóxido. 
El flujo de electrones y la producción de ROS es estrictamente controlada por la 
interacción de las subunidades NOX con otras proteínas, la fosforilación de algunas 
subunidades de ellas o la elevación del calcio intracelular73. Existen siete isoformas de 
NOX expresadas en los mamíferos: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 y 
DUOX2. Cuatro (NOX1, NOX2, NOX4 y NOX5) son las más comúnmente expresadas en 
células vasculares, mientras que otros homólogos se expresan a niveles muy bajos. 
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Figura 11. Expresión de NOX en tejidos vasculares74. 
 
NOX2 
Inicialmente llamada G91phox, ha sido clonada e identificada como oxidasa de la 
respiración fagocítica, crítica para la defensa del huésped inicial. Además de en los 
macrófagos, es la isoforma vascular más expresada de todas. Se expresa en músculo 
liso vascular, fibroblastos de la adventicia, células endoteliales y en adipocitos 
perivasculares75–77. La estructura de NOX2 en las células vasculares es similar a la 
encontrada en los macrófagos, aunque puede tener subunidades reguladoras 
adicionales en condiciones especiales. En particular, la proteína organizadora de NOX1 
(NOXO1) y la proteína activadora de NOX1 (NOXA1) inicialmente  descubiertas como 
reguladoras de NOX1, pueden tener propiedades activadoras hacia NOX278. En células 
endoteliales, NOX2 participa en la regulación de numerosas funciones. Por ejemplo, la 
activación de NOX2 afecta la biodisponibilidad del NO•, y modula la expresión de 
moléculas de adhesión durante la inflamación y angiogénesis68. En los macrófagos, 
NOX2 es crucial para la función antimicrobiana de estas células así como en la 
regulación de la inflamación79. La enfermedad granulomatosa crónica (EGC) es 
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ocasionada por un defecto hereditario en el que NOX2 es deficiente en la producción 
de especies reactivas de oxígeno por los macrófagos, lo que expone a estos pacientes a 
infecciones bacterianas y fúngicas que ponen en riesgo la vida80. 
 
Mecanismos de activación y regulación de las NOX vasculares 
A pesar de las similitudes en su estructura, los homólogos de las NOX vasculares tienen 
diferentes mecanismos de activación. La activación así como sus consecuencias pueden 
ser diferentes en el endotelio, en las células del músculo liso vascular o en los 
macrófagos. NOX1 y NOX2 requieren la asociación de componentes citosólicos; NOX4 
es activa constitutivamente y NOX5 es activada por una elevación del calcio intracelular 
Ca2+81. 
La activación sostenida de las NOX ocurre en respuesta a numerosos estímulos. Las 
NOX responden a múltiples factores de crecimiento como el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de 
crecimiento beta (TGF-b), citoquinas como TNF-a, IL-1 y el factor de agregación 
plaquetaria. Fuerzas mecánicas y factores metabólicos como la hiperglucemia y 
productos avanzados de la glicosilación, así como receptores acoplados a proteínas G 
como la serotonina, trombina o angiotensina II también pueden activar a las NOX73,82–
86. 
La regulación del estado redox por la activación de las NOX provee tanto 
retroalimentación negativa como regulación positiva. El mecanismo autolimitante 
predomina durante condiciones fisiológicas para mantener un grado bajo de actividad 
en las NOX de los macrófagos. Sin embargo, la activación sostenida de estas enzimas 
en ellos podría tener un papel determinante en la evolución de la enfermedad 
aterosclerótica. 
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Hipótesis y Objetivos 
 
Partiendo de los antecedentes anteriormente descritos, dada la implicación que PCSK9 
ejerce sobre la homeostasis lipídica, la modulación que la inflamación ejerce sobre la 
expresión de esta proteína, la participación de los macrófagos en el desarrollo de la 
enfermedad aterosclerótica, así como los escasos reportes que han sido realizados en 
este tipo celular, nuestro objetivo central es conocer y entender el papel de PCSK9 en 
el metabolismo y fisiología del macrófago, en el contexto del desarrollo de 
aterosclerosis. A partir de esta formulación, la hipótesis de trabajo que manejamos es 
que el macrófago puede participar en una regulación intercelular mediada por PCSK9, 
cuyos efectos en la iniciación de la formación de la placa, su desarrollo y estabilización, 
así como en la expresión de receptores implicados en eventos aterotrombóticos 
ofrecen un nuevo campo de estudio para comprender mejor la patología aterogénica. 
Para ello nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
 
• Analizar la expresión de PCSK9 en tejidos vasculares 
 
• Estudiar el efecto de PCSK9 sobre el LDL-R en el macrófago 
 
• Evaluar el perfil funcional del macrófago bajo influencia de PCSK9 en términos 
de viabilidad, fagocitosis, producción de ROS, expresión de genes 
 
• Estudiar en muestras vasculares humanas la expresión de PCSK9  
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Material y Métodos 
Ética 
Sangre periférica 
La sangre humana proveniente de donadores sanos fue adquirida del Banco de Sangre 
de la Comunidad de Madrid siguiendo los protocolos de traslado y cumplimentando los 
correspondientes consentimientos informados de los donadores. Los paquetes de 
sangre se obtuvieron en colaboración con el Dr. José Luis Rodríguez Fernández del 
Centro de Investigaciones Biológicas de Madrid y el Dr. Eduardo López-Collazo del 
Instituto de Investigación del Hospital La Paz. 
Suero de pacientes sanos e hipercolesterolémicos 
Muestras de suero de pacientes previamente diagnosticados como 
hipercolesterolémicos y sueros controles sanos fueron cedidas del Banco de Sueros por 
el Dr. Guillermo Sáez Tormo, jefe del Servicio de Análisis Clínicos del Hospital 
Universitario Dr. Pesét Aleixandre de la Universidad de Valencia.  
Arterias Femorales 
Pacientes del Hospital Universitario La Paz con diagnóstico de enfermedad vascular 
periférica y con indicación de amputación del miembro inferior fueron informados y 
consintieron la donación de una sección de la arteria femoral superficial del miembro 
amputado para su análisis. La obtención de las muestras anatómicas se realizó en 
colaboración con el Dr. Luis Riera del Moral, cirujano del Servicio de Cirugía Vascular 
del hospital. 
Ratones 
Ratones CD57Bl/6J WT y Ldl-r KO (Ldl-r-/-) fueron cedidos por el Dr. Vicente Andrés del 
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC). Los ratones fueron 
adquiridos del Jackson Laboratories y mantenidos en salas bajo condiciones 
programadas de luz/oscuridad, libres de patógenos y alimentados con pienso y agua ad 
libitum. 
El presente estudio recibió la aprobación por el Comité Ético de Investigación Clínica 
del Hospital Universitario La Paz con el siguiente código de aprobación: HULP PI-2362. 
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Muestras Humanas 
Arterias Femorales 
La obtención de las muestras anatómicas se 
realizó en quirófano al momento de la cirugía. La 
amputación se realiza a nivel supracondíleo lo que 
permite obtener la parte distal de la arteria 
femoral superficial. Realizada la amputación del 
miembro y la resección de la muestra de 
aproximadamente 1 cm de longitud, éstas fueron 
lavadas rápidamente en PBS para eliminar restos de sangre y se almacenaron a -80ºC. 
 
Cultivo Celular y Transfecciones 
Cultivo Primario 
Macrófagos humanos provenientes de sangre periférica 
La sangre entera se coloca sobre un volumen de Ficoll (Ficoll-Plaque Plus; GE 
Healthcare)87 y se centrifuga a 1,800 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se aísla la fracción conocida como ‘buffy coat’ 
o capa leucocitaria, consistente en linfocitos y monocitos y se 
lava con buffer fosfato salino (PBS)  para luego lisar los 
eritrocitos con buffer de lisis a base de amoníaco-cloruro-
potásico (ACK Lysing Buffer; Gibco™) por 5 minutos a 
temperatura ambiente, seguido de un lavado adicional con 
PBS al 1x. Los monocitos fueron sembrados en placas 
tratadas para células adherentes en medio de cultivo DMEM 
(Gibco™) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) 
en una atmósfera húmeda al 5% de CO2 a 37ºC. Los monocitos adheridos se 
mantuvieron en cultivo por 7 a 10 días para permitir la diferenciación a macrófagos88. 
Figura 12. Resección de arteria femoral. 
Figura 13. Capa leucocitaria. 
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Macrófagos murinos peritoneales  
Ratones C57/Bl6 WT y Ldl-r KO fueron sacrificados en cámara de CO2. Se realiza una 
disección de la pared abdominal para descubrir el peritoneo y se inyectan 10 ml de 
medio DMEM. Se agita discretamente el abdomen y se recupera el medio que incluye 
a los macrófagos del peritoneo89. Se centrifuga a 1,200 rpm x 5 minutos, se cuantifica 
la población de células y se siembran a una densidad de 2x106 de macrófagos por pocillo 
con medio DMEM al 10% de FBS y antibióticos. 
Cultivo Secundario 
Líneas celulares  
THP-1 
La línea celular humana de monocitos THP-1 proviene de un paciente masculino de 1 
año de edad con diagnóstico de leucemia monocítica aguda. Adquirida de la ATCC 
#ATCC TIB-202. Se mantuvo en medio DMEM al 10% de FBS y antibióticos. Para 
diferenciar los monocitos a macrófagos, las células se estimulan con forbol-miristato-
acetato (PMA)90 a una concentración de 100 nM en el medio y al 2% de FBS durante 24 
horas. Posteriormente se lavan las células y se recambia el medio al 10% de FBS. Se 
mantienen por 48-72 horas para permitir la diferenciación a macrófagos. 
HepG2 
La línea celular humana HepG2 proviene de un paciente masculino de 15 años de edad 
con diagnóstico de carcinoma hepatocelular. Adquirida por la ATCC #ATCC HB-8065. 
Esta línea se mantuvo en medio DMEM al 10% de FBS y antibióticos. 
H-MEC 
La línea celular H-MEC proviene de la microvasculatura de la piel de un recién nacido. 
Adquirida en la ATCC (#ATCC CRL-3243), esta línea fue cedida por la Dra. Ana Briones 
del Departamento de Farmacología de la Facultad de Medicina de la UAM. Para su 
mantenimiento en cultivo se requirió el medio MCDB131 suplementado con 10 ng/ml 
de EGF, 1 µg/ml de hidrocortisona, 10 mM de glutamina y FBS a una concentración final 
del 10%.  
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VSMC 
La línea de células de músculo liso vascular fue cedida por la Dra. Concha Peiró del 
Departamento de Farmacología de la Facultad de Medicina de la UAM. Estas células se 
obtuvieron de aortas abdominales de donadores de órganos. Las aortas se disgregaron 
y se seleccionaron las células a-actina positivas para su siembra91. Se mantuvieron en 
medio DMEM al 10% de FBS y antibióticos. 
Polarización de Macrófagos M1/M2 
La polarización de macrófagos a sus distintas poblaciones M1/M2 se realizó utilizando 
las siguientes citoquinas92: 
IL-4 e IL-10 a una concentración de 20 ng/ml durante 24 horas para M2 
LPS a una concentración de 100 ng/ml e IFNg 20 ng/ml durante 24 horas para M1 
Así mismo, el empleo de las citoquinas M-CSF para M1 y GM-CSF para M2 a 20 ng/ml 
por 24 horas en los experimentos indicados93. 
Silenciamiento de LDL-R 
La transfección de macrófagos para silenciar el gen LDL-R se realizó utilizando un pool 
de cebadores SiRNA de General Electric Healthcare (DharmaFECT Dharmacon ON-
TARGETplus SMARTpool SiRNA (3949) L-011073-00-0005) que contiene diferentes 
secuencias para su silenciamiento94. La transfección se corroboró por citometría de 
flujo y PCR.  
Primers SiRNA LDL-R: 
GGA CAG AUA UCA UCA ACG A 
GAU GAA GUU GGC UGC GUU A 
GUG CAU CUC UCG GCA GUU C 
GCA AUG ACC UUA AGA UCG G 
 
 
Generación de Línea Celular HepG2 PCSK9 KO 
CRISPR/Cas9 es un mecanismo de respuesta inmune usada por arqueas y bacterias para 
la eliminación de material genético foráneo95. Este mecanismo ha sido propuesto para 
otras funciones, que incluyen la ingeniería genética en mamíferos como la deleción de 
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genes96–98. Los productos de los plásmidos CRISPR/Cas9 permiten la identificación y 
recorte de genes específicos utilizando secuencias de ARN guía obtenidos de la librería 
CRISPR Knock-out (GeCKO) desarrollada por el Broad Institute99. 
La línea celular HepG2 se transfectó con plásmidos adquiridos de Santa Cruz 
Biotechnology utilizando la técnica CRISPR/Cas9 para su generación con los siguientes 
reactivos: NARC-1 CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h) sc-402445, NARC-1 HDR Plasmid (h) 
sc-402445-HDR, UltraCruz Transfection Reagent sc-395739, Plasmid Transfection 
Medium sc-108062, Control CRISPR/Cas9 Plasmid sc-418922, Puromycin 
dihydrochloride sc-108071 
 
Citometría de Flujo 
Especies reactivas de oxígeno (ROS) 
La determinación del estrés oxidativo en las células se realizó con el uso de sondas que 
emiten fluorescencia en presencia de diversos radicales100. Los radicales libres 
peroxinitrito y peróxido de hidrógeno se miden con la sonda diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceína (H2DCFA) (ThermoFisher). Una vez realizado el ensayo, las 
células se levantan utilizando un raspador para cultivo celular y se centrifugan a 1,300 
rpm x 5 minutos. Se re-suspenden en PBS con FBS al 2% y la sonda H2DCFA a una 
concentración de 10 µM. Se incuba la sonda por 30 minutos, se lava la muestra y se re-
suspende en PBS/FBS 2% para a continuación analizarse en el citómetro101. La 
cuantificación se realiza con la intensidad de señal obtenida.  
 
La sonda hidroetidina (HE) (ThermoFisher) mide el radical superóxido en las células 
emitiendo un color rojo cuando ésta se oxida102. Utilizado a una concentración de 10 
µM, se realiza el mismo protocolo de incubación y lectura que H2DCFA por citometría. 
La sonda 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceína (DAF-2) (ThermoFisher), 
detecta la producción de óxido nítrico103, que al reaccionar con éste emite fluorescencia 
color verde. Utilizado a una concentración de 1 µM, se emplea la misma incubación y 
lavados que las sondas previas.  
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Viabilidad / Apoptosis 
La viabilidad celular se determina con el uso de sondas que intercalan con el DNA, lo 
que supone una afectación de la célula cuando ésta internaliza en la misma104. La sonda 
4',6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI) (ThermoFisher) se utiliza para 
discriminar entre células vivas y muertas. La adición de la sonda DAPI en conjunto con 
otras sondas como las anteriormente descritas en la medición de especies reactivas de 
oxígeno, permiten analizar específicamente a la población viva y cuantificar la emisión 
de la sonda exclusivamente de estas células. DAPI se utilizó a una concentración de 
3µM, añadido en el paso último a la lectura por el citómetro. 
La apoptosis es un proceso genético de muerte celular programada. Este proceso es 
crítico para el adecuado desarrollo y función del organismo. Existen dos principales 
mecanismos que activan la apoptosis: la vía extrínseca, mediada por ligandos y la vía 
intrínseca, activada por daño al ADN, hipoxia, etc.105, que resulta en la activación de una 
familia de proteasas, las caspasas. Como consecuencia de esta activación, la cascada 
proteolítica culmina con la muerte y eliminación de la célula. Cambios morfológicos 
como fluctuaciones en el tamaño celular, la exposición en la superficie de la membrana 
de fosfatidilserina y cambios bioquímicos como la pérdida del potencial de membrana, 
la activación de caspasas entre otros son característicos de la apoptosis106. La anexina 
V es un marcador de apoptosis que se une a la fosfatidilserina cuando inicia el proceso 
apoptótico.  El kit de detección de anexina V (BD Pharmigenä) fue utilizado para la 
detección de apoptosis. Brevemente el protocolo: 
Finalizado el tiempo de estímulo, las células se lavan con PBS y se re-suspenden en 
binding buffer 1X a una concentración de 1x106 células/ml. Se transfieren 100 µl de la 
solución (1x105) a un tubo de 5 ml. Posteriormente se añaden 5 µl de anexina V y 5 µl de 
DAPI. Se agita en vórtex y se incuba por 15 minutos en la oscuridad a temperatura 
ambiente. Finalmente se añaden 400 µl de binding buffer 1X a cada muestra y se analiza 
en el citómetro. Las células DAPI negativas, anexina V positivas indican un estadio 
inicial de apoptosis; por el contrario, las células DAPI positivas, anexina V positivas 
sugieren tanto una apoptosis tardía como una muerte por necrosis.  
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Inmunodetección de proteínas 
El marcaje de proteínas de membrana por citometría se utilizó para evaluar la cantidad 
de LDL-R en macrófagos. Para ello se empleó un anticuerpo monoclonal anti-LDL 
(#ab52818 Abcam) hecho en conejo. Brevemente: Las muestras se bloquearon con PBS 
y albúmina de suero bovino (BSA) al 10% para impedir uniones inespecíficas, seguido 
de la incubación con el anticuerpo por 30 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se lavaron las muestras y se incubaron con un anticuerpo Alexa Fluorâ 
647 anti-conejo hecho en cabra por otros 30 minutos. Finalmente, después del último 
lavado, las muestras se re-suspendieron en PBS/FBS 2%, se marcaron con DAPI y se 
analizaron en el citómetro. 
Fagocitosis 
Para el ensayo de fagocitosis, utilizamos Zymosan A (S. cerevisiae) BioParticlesä, Alexa 
Fluorä 488 (#Z23373 ThermoFisher), las cuales son partículas de levadura unidas 
covalentemente a fluoróforos que emiten fluorescencia a 488 nm107. Brevemente: la 
cantidad de partículas de zimosano fue de 10 por cada macrófago. Se utilizaron 5x104 
macrófagos por condición. Las muestras se re-suspenden y se incuban con las partículas 
de zimosano por 1 hora a 37ºC. Posteriormente se centrifugan a 1,300 rpm x 5 minutos 
para eliminar las partículas no fagocitadas. Finalmente se resuspenden en PBS/FBS 2% 
y se analizan en el citómetro. 
Microscopía 
Inmunofluorescencia 
Las células se sembraron en placas de 8 pocillos (Chamber Slides, Falconâ) a una 
densidad celular de 8x104 por pocillo en 300 µl de medio. Una vez finalizados los 
estímulos, se aspira el medio de la placa de cultivo y se lava en 3 ocasiones con PBS 1x 
estéril. Se fijan las células administrando 200 µl de paraformaldehído al 2% durante 10 
minutos. Se lava con PBS 1x en 3 ocasiones. Añadimos metanol frío durante 5 minutos. 
Nuevamente se lavan las muestras con PBS 1x en 3 ocasiones. Se procede a bloquear 
con albúmina de suero bovino al 3% añadiendo 200 µl a cada pocillo de la placa durante 
30 minutos. Se lava con PBS 1x en una ocasión. Posteriormente se incuba el anticuerpo 
primario durante 18 horas a 4°C. Pasada la incubación, se retira el anticuerpo primario 
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y se lava con PBS 1x en tres ocasiones. Se añade el anticuerpo secundario (1:1000) por 
1 hora a temperatura ambiente. Posterior al anticuerpo secundario se incuba por 20 
minutos más con DAPI para teñir núcleos celulares. Finalizado este paso se lava con 
PBS 1x y se retira el montaje de la placa. Se añaden 5 µl de ProLong® Gold Antifade 
Reagent (Invitrogen) a cada pocillo y se coloca el cubreobjetos. Se mantiene durante 24 
horas a temperatura ambiente para secar y se almacena posteriormente a 4°C aislado 
de la luz. Las muestras fueron analizadas en un microscopio confocal modelo Espectral 
Leica TCS SP5 (Leica Microsystems). Las imágenes se adquirieron con el programa 
informático Leica Application Suite Advanced Fluorescence Lite y se analizaron con el 
programa ImageJ. 
Migración 
El ensayo de migración se realizó con el empleo del sistema Cell Observerâ de Carl 
Zeiss. El sistema cuenta con microscopios Axio Observer y Axio Imager de Carls Zeiss, 
cuenta además con una cámara de incubación que permite mantener a las células en 
condiciones óptimas de cultivo a temperatura y humedad controladas. Las células 
fueron mantenidas a 37ºC y a 5% de CO2 durante 48 horas realizándose capturas 
fotográficas en ciclos de 30 minutos a cada condición. Las imágenes y vídeos fueron 
adquiridos con el software AxioVision y posteriormente analizadas con el software 
ImageJ. 
Análisis de la Expresión Génica 
Extracción de ARN 
El perfil de expresión génica se realizó a través de la técnica de retro transcripción de la 
reacción en cadena de la polimerasa (qRT-PCR) es una herramienta importante en el 
diagnóstico molecular108. Las muestras de cultivos primarios, líneas celulares así como 
las muestras anatómicas de las arterias femorales fueron homogeneizadas en TRIzol 
(Invitrogen) y el ARN obtenido se resuspendió en agua libre de ARNasas (Ambion). La 
integridad del ARN se analizó con el uso de ARN Nano Chip (Agilent Technologies). 
RT-PCR cuantitativa en tiempo real 
La transcripción inversa de ARNm se realizó en un termociclador MyQ (BioRad) 
utilizando el kit First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). El primer paso consistió en 
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desnaturalizar el ARN para facilitar el anillamiento de los hexámeros y fue llevado a un 
volumen final de 13 µl conteniendo 1 µg de ARN total y 60 µM de cebadores hexámeros. 
Las muestras fueron incubadas durante 10 minutos a 65ºC y posteriormente 
mantenidas a 4ºC. A continuación se realizó el segundo paso que es la elongación de 
las nuevas cadenas de ADN. Para ello, se añadió a cada tubo 1X de tampón de 
retrotranscripción, 20 U de inhibidor de ARNasas, 1mM de dNTPs y 10 U de la 
transcriptasa inversa TRT. La mezcla se incubó durante 10 minutos a 25ºC, 60 minutos 
a 50ºC y finalmente 5 minutos a 85ºC. Como controles negativos se incluyeron 
muestras en las que se omitió la enzima transcriptasa. El ADNc sintetizado fue diluido 
10 veces en agua pura libre de nucleasas. 
La PCR cuantitativa, utilizando cebadores de los ARNm se realizó en un volumen final 
de 20 µl, conteniendo 8 µl de ADNc, 0,5 µM de cebadores y 10 µl de FastStart Universal 
SYBR Green Master (Roche). El programa de la PCR de los ARNm consistió en: 3 minutos 
a 95ºC seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95ºC y 30 segundos a 60ºC. La PCR en 
tiempo real se llevó a cabo en un termociclador de PCR cuantitativa modelo MyQ 
(BioRad).  
Cebadores 
Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse 
PCSK9 GGACTCCTCTGTCTTTGCCC TCCCGGTGGTCACTCTGTAT 
PCSK9.2 CCTGGAGCGGATTACCCCT CTGTATGCTGGTGTCTAGGAGA 
LDL-R TCTGCAACATGGCTAGAGACT TCCAAGCATTCGTTGGTCCC 
CD36 CTTTGGCTTAATGAGACTGGGAC GCAACAAACATCACCACACCA 
ABCA1 ACCCACCCTATGAACAACATGA GAGTCGGGTAACGGAAACAGG 
NOX2 ACCGGGTTTATGATATTCCACCT GATTTCGACAGACTGGCAAGA 
TNF-a CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC AGCTGCCCCTCAGCTTGA 
CD47 GTACAGCGATTGGATTAACCTCC ACCACAGCGAGGATATAGGCT 
CXCL1 CTGGCTTAGAACAAAGGGGCT TAAAGGTAGCCCTTGTTTCCCC 
NF-kB AACAGAGAGGATTTCGTTTCCG TTTGACCTGAGGGTAAGACTTCT 
36B4 GAGAAACTGCTGCCTCATATC GCAACATGTCCCTGATCTC 
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Análisis de la Expresión Proteica 
Obtención de extractos totales 
Las células fueron resuspendidas en un tampón de lisis (CHAPS 0,5% Tris HCl 10mM, 
pH 7,5, MgCl2 1mM, EGTA 1mM, glicerol 10%) al que se añadieron una combinación de 
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma Aldrich). Las muestras se mantuvieron 15 
minutos en hielo y posterior a ello se agitaron vigorosamente durante 30 minutos a 4°C. 
A continuación se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 minutos y los sobrenadantes 
se recogieron como extractos totales y fueron almacenados a -80°C. Para la correcta 
extracción proteica, las muestras fueron mantenidas a 4°C durante todo el proceso. 
Determinación de proteínas 
La determinación de la concentración proteica de los diferentes extractos se cuantificó 
en un lector de placas ATOM 340 ATC (SLT LabInstruments). Las medidas se realizaron 
según el método descrito por Bradford109, usando albúmina de suero bovino como 
patrón. Este método se basa en la reacción entre los grupos sulfonados ácidos 
presentes en el azul de Coomasie, con grupos amino libres presentes en los 
aminoácidos básicos de las proteínas. Los cambios de absorbancia a 595nm son 
directamente proporcionales a la concentración de proteína presente. 
Electroforesis de proteínas 
Las proteínas fueron separadas por electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se 
utilizaron geles de SDS-poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida, 29:1) a porcentajes de 
10 y 8% de acuerdo al peso molecular de las proteínas a analizar. Los extractos de 
proteína se calentaron durante 8 minutos a 95°C con el tampón de carga Laemmli (Tris-
HCL 60mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 3% y azul de bromofenol 
0,005%). Se cargaron los geles con cantidades iguales de proteína (20-30 µg) por 
muestra y se sometieron a corriente eléctrica en cubetas de electroforesis de BioRad a 
temperatura ambiente. 
Inmunodetección de proteínas Western-blot 
Finalizada la electroforesis, el gel se colocó en una solución de transferencia preparado 
con Tris 25mM, glicina 192mM y metanol 20% a pH 8,3 en contacto con la membrana 
de PVDF en dispositivo Transblot Turbo de BioRad a programa estándar por 30 
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minutos. Finalizada la transferencia, las membranas se someten a bloqueo de sitios 
inespecíficos con la incubación por 1 hora a temperatura ambiente en una solución de 
BSA al 3% en PBS. Transcurrido este tiempo, se incubaron los anticuerpos primarios 
específicos, durante toda la noche a 4°C. A continuación las membranas se lavaron con 
T-PBS (PBS y Tween-20 0,1%) y fueron expuestas a los correspondientes anticuerpos 
secundarios conjugados con peroxidasa por una hora. Finalmente y tras realizar los 
lavados correspondientes, el revelado se llevó a cabo empleando reactivos ECL 
(Amersham) en un analizador de imágenes acoplado a una cámara (Gel-Doc, BioRad). 
La cuantificación de la intensidad de las bandas se realizó por densitometría utilizando 
el programa informático ImageJ. 
 
Reactivos 
La PCSK9 recombinante utilizada en los estímulos fue adquirida de MBL International, 
fabricada por la compañía japonesa Circulex (PCSK9 Wild Type (Human His-tagged 
recombinant protein) MBL Circulex #CY-R2330). El ácido zaragózico o escualestatina 
se adquirió de la compañía Santa Cruz Biotechnology (Zaragozic Acid Trisodium Salt 
#sc-302001)110. Los anticuerpos utilizados para western blot fueron: Anti-PCSK9 rabbit 
monoclonal antibody (Abcam #ab181142), Anti-LDL Receptor rabbit monoclonal 
antibody (Abcam #ab52818), Anti-GAPDH mouse monoclonal antibody (Ambion 
#AM4300), Anti-HO1 rabbit polyclonal antibody (Stressgen #ADI-SPA-895), Anti-
COX2 rabbit polyclonal antibody (Cayman #160107). Los medios de cultivo se 
adquirieron a Gibco, el suero fetal bovino a Sigma-Aldrich y el material fungible fue 
proveído por Falconâ y Corningâ. 
 
Análisis Estadístico 
Los datos se representan como la media +/- la desviación estándar. Las diferencias 
estadísticamente significativas se evaluaron a través de la prueba t de Student para 
comparaciones entre dos grupos. El análisis entre más de dos grupos se realizó 
mediante la prueba ANOVA de una vía seguida por la prueba de Bonferroni. El software 
utilizado para el análisis estadístico fue el GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software 
Inc.). El valor de p<0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
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Resultados 
Expresión de PCSK9 en macrófagos y tejidos vasculares 
Para abordar nuestro primer objetivo, procedimos al análisis de la expresión de PCSK9 
en macrófagos humanos. A través de PCR cuantitativa y Western Blot realizados en 
macrófagos tanto de la línea celular humana THP-1 como en macrófagos primarios 
obtenidos de sangre periférica de donadores voluntarios de sangre, observamos la 
ausencia tanto a nivel genómico como proteico de PCSK9 en sus distintas poblaciones: 
macrófagos en estado basal, así como en estados polarizados inflamatorio M1 y anti-
inflamatorio M2. También, por medio de inmunofluorescencia comparamos la 
expresión de PCSK9 y LDL-R en macrófagos y hepatocitos, confirmando la presencia 
del LDL-R en ambos tipos celulares y la ausencia de PCSK9 en macrófagos. Así mismo, 
transfectamos células de hepatocitos de la línea celular humana HepG2 para generar 
una línea PCSK9 KO con plásmidos CRISPR/Cas9 y así confirmar la calidad del 
anticuerpo empleado en las pruebas realizadas. 
 
 
 
 
  
Figura 14. Expresión de PCSK9 en macrófagos humanos. (A) Western blot de macrófagos 
humanos sin estimular, M1 y M2. C+: HepG2. (B) Western blot de tres clones distintos de 
hepatocitos transfectados PCSK9 KO. C+: HepG2 sin transfectar. (C) qPCR representativa, 
las muestras de macrófagos en todas las condiciones obtenían Ct >35, considerado 
negativo para expresión.  
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Figura 14. (D) Inmunofluorescencia de LDL-R y PCSK9 en hepatocitos y macrófagos. 
 
Decidimos, posteriormente, evaluar la expresión de PCSK9 en tejidos vasculares. Para 
ello, células musculares lisas aisladas de aortas abdominales humanas de donadores de 
órganos así como la línea celular humana de células endoteliales H-MEC fueron 
utilizadas para el análisis. Ding y colaboradores111 describen que el estímulo con LPS 
induce la expresión de PCSK9 en endotelio y células musculares. Por lo tanto, 
decidimos replicar esta observación. Al igual que en los macrófagos a nivel génico y, por 
consiguiente, a nivel proteico, la expresión en músculo liso vascular y en células 
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endoteliales fue nula. Finalmente, concluimos que tejidos vasculares y macrófagos no 
expresan PCSK9. 
 
Figura 15. Expresión de PCSK9 en tejidos vasculares. (A) Células endoteliales H-MEC 
control y estimuladas con LPS. PCSK9 recombinante. (B) Células primarias de músculo liso 
vascular control y estimuladas con LPS. PCSK9 recombinante. 
 
PCSK9 es secretada por el hígado e induce la disminución del receptor de 
colesterol LDL en macrófagos 
 
Siendo el hígado el principal órgano productor de PCSK9 y ésta secretada hacia el 
torrente sanguíneo, nuestro siguiente objetivo fue analizar si la producción de PCSK9 
proveniente de hepatocitos ejerce una influencia en el macrófago. Para ello, 
empleamos la línea celular humana de hepatocitos HepG2 y obtuvimos medios 
condicionados WT y PCSK9 KO que incubamos con los macrófagos. De la misma 
manera incubamos con PCSK9 humana recombinante la cual fue posteriormente 
nuestro estímulo empleado en los experimentos descritos a continuación. Por medio 
de inmunofluorescencia observamos que PCSK9 es capturada por estas células y se 
distribuye tanto en citoplasma como en membrana plasmática.  
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Figura 16. Los macrófagos internalizan PCSK9. (A) Inmunofluorescencia de macrófagos 
THP-1 estimulados con 0.8ug/ml de PCSK9 recombinante. En rojo PCSK9, en azul, DAPI. 
(B) Cuantificación de inmunofluorescencia. ***p <0,001. 
Nuestra siguiente aproximación fue evaluar la capacidad de incorporación de PCSK9 en 
el tiempo y dosis. La entrada de PCSK9 en los macrófagos es tan rápida como en 5 
minutos y la permanencia de ésta en la célula sobrepasa las 24 horas, sin que sea 
degradada en el corto plazo. A partir de este momento empleamos 1 hora de 
incubación en los siguientes experimentos. La captación de PCSK9 en el macrófago es 
dosis dependiente y, aunque su degradación no se ve afectada en el tiempo, sí induce 
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una disminución del receptor de colesterol LDL-R. Estas mismas observaciones las 
llevamos a cabo en macrófagos primarios de sangre periférica. 
 
 
Figura 17. PCSK9 es captada por los macrófagos y disminuye el LDL-R (A) La captación de 
PCSK9 en macrófagos THP-1 es dosis dependiente. (B) PCSK9 disminuye el LDL-R. (C) 
PCSK9 se incorpora en el macrófago a tiempos cortos. (D) Los macrófagos humanos 
capturan PCSK9.  
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Figura 17. (E) Inmunofluorescencia representativa de LDL-R y PCSK9 en macrófagos 
primarios humanos. 
 
La entrada de PCSK9 no es dependiente de LDL-R 
 
PCSK9 es incorporada al interior de la célula a través del receptor de LDL-R112. Para 
evaluar si la captación depende de la cantidad de receptor que hay en la membrana 
plasmática, empleamos el uso de ácido zaragózico o escualestatina, el cual es un 
inhibidor de la escualeno sintasa113 y medimos por citometría de flujo la cantidad de 
receptor en membrana. La cantidad de LDL-R en membrana aumenta conforme lo hace 
la dosis de escualestatina y PCSK9 disminuye su presencia. También, por Western blot 
evidenciamos que la entrada de PCSK9 en el macrófago es mayor si hay mayor cantidad 
de receptor en membrana. 
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Figura 18. La cantidad de LDL-R modula la entrada de PCSK9 en el macrófago. (A)  
Western blot de macrófagos humanos controles y estimulados con 0.8 ug/ml de PCSK9 
recombinante sola y retratada con 2uM escualestatina (SQ)**p<0.01 ***p<0.001. (B) 
Diagrama representativo del ensayo por citometría de flujo en macrófagos humanos. (C) 
LDL-R en membrana aumenta con escualestatina y disminuye en presencia de PCSK9. 
*p<0.05. 
 
La endocitosis del LDL-R es mediada por vesículas de clatrina114, la cual permite su 
empaquetamiento en el endosoma al ser internalizado. Quisimos evaluar si la presencia 
de LDL-R es necesaria para la entrada de PCSK9 en el macrófago, por lo que 
procedimos a inhibir la endocitosis mediada por clatrina con el uso de cloroquina115 y a 
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su vez, empleamos macrófagos de ratones Ldl-r KO. Utilizando distintas dosis de 
cloroquina, PCSK9 internalizó en macrófagos humanos sin limitación alguna. De igual 
modo, en ratones Lld-r KO se observó una mayor entrada de PCSK9 que en ratones WT, 
por lo que la entrada de PCSK9 no es exclusiva de LDL-R. 
 
 
Figura 19. PCSK9 no es dependiente de LDL-R. (A) Western blot de macrófagos humanos 
pretratados con cloroquina a distintas dosis y estimuladas con 0.8ug/ml de PCSK9 
recombinante. La inhibición de la endocitosis no impidió la entrada de PCSK9. 
***p<0.001. (B) Western blot e inmunofluorescencia (C) de macrófagos de ratones WT y 
Ldl-r KO estimulados con 0.8 ug/ml de PCSK9 recombinante. Los ratones Ldl-r KO 
presentaron mayor entrada de PCSK9 a su interior. **p<0.01 ***p<0.001.  
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PCSK9 disminuye CD36 en la superficie de los macrófagos 
 
Dada la implicación que CD36 tiene en la entrada de lípidos, principalmente aquellos 
oxidados al interior de la célula116, procedimos a silenciar el gen LDL-R en macrófagos 
humanos y evaluamos los niveles de este transportador de membrana por citometría. 
Tanto en macrófagos LDL-R silenciados como en macrófagos controles, el porcentaje 
de CD36 disminuye al estímulo con PCSK9, lo que sugiere que la entrada puede darse a 
través de este transportador.  
   
Figura 20. CD36 disminuye en presencia de PCSK9. (A) Silenciamiento de LDL-R y 
cuantificación por citometría en macrófagos humanos. Se empleó la concentración de 
50uM para las muestras transfectadas. (B) Diagrama representativo de citometría de flujo. 
(C) CD36 disminuye en macrófagos controles y silenciados para LDL-R. *p<0.05. 
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PCSK9 aumenta el estrés oxidativo en macrófagos y la sensibilidad a la 
apoptosis 
El estrés oxidativo es uno de los factores que contribuyen al daño celular y que participa 
en el desarrollo de la patología cardiovascular117. Los radicales libres son generados por 
diversos estímulos y ejercen múltiples funciones, algunas pueden ser protectoras, otras 
en detrimento de la homeostasis. Los macrófagos, al ser partícipes en el desarrollo de 
la placa a través de la generación de mediadores inflamatorios así como de radicales 
libres, son piezas clave en la evolución de la enfermedad118. Por ello, evaluamos el 
estado redox de estas células ante la presencia de PCSK9. Polarizamos los macrófagos 
a las poblaciones M1 y M2 utilizando varios estímulos con citoquinas. M1 con el uso de 
LPS e IFNg por un lado, y otra forma de M1 con el uso de MCSF. Para M2, IL-4 e IL-10 en 
una de ellas y la otra polarizada con GMCSF. Con el uso de las sondas 
diclorofluoresceína (H2DCFDA), hidroetidina (HE) y difluorofluoresceína (DAF-2), 
analizamos la producción de radicales peróxido de hidrógeno, peroxinitrito, óxido 
nítrico y superóxido. A la incubación de PCSK9 por 24 horas, todas las poblaciones de 
macrófagos aumentaron la producción de radicales peróxido de hidrógeno y 
peroxinitrito en un 50% aproximadamente. La producción de radicales superóxido y 
óxido nítrico se observó principalmente en las poblaciones controles y M1. 
 
 
 
 
 
Figura 21. PCSK9 induce un mayor estrés oxidativo en macrófagos humanos, tanto en 
macrófagos no estimulados como en subpoblaciones M1 y M2. (A) H2DCFDA mide la 
producción de radicales peróxido de hidrógeno y peroxinitrito y éstos aumentan en todas 
las poblaciones de macrófagos en presencia de PCSK9. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 
(B) Diagrama representativo de muestra control y estimulada con PCSK9 midiendo la 
sonda H2DCFDA. 
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Figura 21. (C) DAF-2 mide la producción del radical óxido nítrico, aumentado en 
macrófagos sin polarizar y M1 polarizado con MCSF. *p<0.05. (D) Hidroetidina mide la 
producción del radical superóxido, el cual aumenta por igual en todas las poblaciones de 
macrófagos, principalmente en aquellos sin polarizar y M1 estimulados con PCSK9. 
*p<0.05 ***p<0.001. 
Dado el aumento en la producción de estos radicales, este entorno puede vulnerar la 
viabilidad celular. Para ello, continuamos con el estudio del potencial de membrana 
mitocondrial de todas las poblaciones de macrófagos con el uso de la sonda CMXRos 
MitoTrackerâ por citometría de flujo. Observamos que en todas hubo una disminución 
del potencial, lo que sugiere una mayor predisposición a la apoptosis. El siguiente paso 
consistió en someter a los macrófagos a estímulos apoptóticos para confirmar esta 
observación. Anexina V es un marcador de apoptosis que se une a moléculas de 
fosfatidilserina119, presente en la superficie celular una vez iniciado el proceso 
apoptótico120.  Incubamos grupos controles y silenciados para LDL-R con PCSK9 por 24 
horas y posteriormente inducimos apoptosis con estaurosporina, un paninhibidor de 
proteínas quinasas. Los hallazgos fueron que en presencia de PCSK9, la población de 
células positivas para anexina V fue discretamente menor que los controles. Sin 
embargo, aunque no significativo, hay un ligero aumento en el número de células 
muertas DAPI positivas, lo que sugiere una muerte por necrosis121.  
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Figura 22. El potencial de membrana mitocondrial disminuye ante PCSK9. (A) Porcentaje 
de la intensidad de señal producida por CMXRos Mitotracker en macrófagos en sus 
distintas subpoblaciones. **p<0,01 ***p<0,001. (B) Control positivo de aumento en 
producción de ROS en macrófagos controles y silenciados para LDL-R. (C) Apoptosis en 
macrófagos ante PCSK9. Porcentaje de células anexina V+ (C) y DAPI (D) positivas en 
poblaciones control y silenciadas para LDL-R y estimuladas con estaurosporina. **p<0,01. 
 
NOX2 media la producción de especies reactivas de oxígeno inducidas por 
PCSK9 
 
La producción de especies reactivas de oxígeno es una actividad fundamental de las 
células inmunes y su generación proviene principalmente del grupo de enzimas NADPH 
oxidasas. Dentro de este grupo destaca NOX2 que es específica de macrófagos, por lo 
que procedimos a evaluar los niveles de expresión de esta enzima y marcadores de 
inflamación en el macrófago. Al estimular con PCSK9 en distintas dosis observamos 
que a mayor concentración, mayor la expresión de NOX2, NFkB, CXCL1 y CD47. No se 
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apreciaron cambios significativos en la expresión de TNFa y la expresión de CD36 y 
LDL-R fue discretamente regulada a la baja. 
 
 
 Figura 23. PCSK9 modula la expresión de NOX2 y genes relacionados. NOX2, CD47, 
CXCL1 y NFkB se modulan de forma dosis/dependiente. LDL-R y CD36 discretamente a la 
baja. TNFa  sin cambios significativos. *p<0.05 *p<0.01 **p<0.001.  
En base a estos hallazgos, evaluamos si la producción de radicales libres puede 
mediarse a través de la regulación de NOX2. Utilizamos VAS2870, un paninhibidor de 
NOX122, dado que actualmente no hay inhibidores totalmente específicos de NOX2. 
Con un pre-tratamiento de VAS2870 de 30 minutos previa al estímulo de PCSK9, 
evaluamos el estado redox de los macrófagos así como la expresión de NOX2.  
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Figura 24. La inhibición de NOX2 impide un aumento de ROS así como la disminución del 
potencial de membrana mitocondrial inducido por PCSK9. (A) VAS2870 regula a la baja la 
expresión de NOX2 en macrófagos tratados con PCSK9. **p<0.01 ***p<0.001 respecto a 
las muestras tratadas con PCSK9. (B) VAS2870 inhibe el aumento de radicales hidroxilo, 
peróxido de hidrógeno y peroxinitrito inducido por PCSK9. *p<0.05 (C) VAS2870 mantiene 
el potencial de membrana mitocondrial ante PCSK9. ***p<0.001.  
 
PCSK9 y su efecto sobre la fagocitosis y migración 
 
Evaluamos la influencia de PCSK9 sobre la capacidad de migración y fagocitosis de los 
macrófagos. Con ensayos de herida documentada por microscopía con el uso del Cell 
Observer analizamos la migración y con partículas fluorescentes de zymosan A, 
provenientes de S. cerevisiae, analizamos la fagocitosis por citometría de flujo. En el 
caso de la migración, en presencia de PCSK9 las heridas cierran un 10% más que los 
grupos control, sin que esta diferencia sea significativa. En la fagocitosis, los 
macrófagos no mostraron ningún cambio a distintas dosis de PCSK9. 
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Figura 25. La migración no se ve aumentada en presencia de PCSK9. (A) Imágenes de 
macrófagos controles y estimulados con PCSK9 en tiempos 0 y 48 horas. (B) Porcentaje de 
herida abierta en macrófagos en presencia de PCSK9. Aunque disminuye un 10% la herida 
en presencia de PCSK9, la diferencia no es significativa. 
 
PCSK9 se encuentra en lesiones ateroscleróticas avanzadas y en niveles 
mayores en suero de pacientes hipercolesterolémicos 
 
Para aproximar nuestras observaciones hacia el contexto de la patología 
cardiovascular, analizamos muestras de sueros de pacientes diagnosticados con 
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hipercolesterolemia y comparamos las mismas con muestras controles. Los niveles de 
PCSK9 en suero de pacientes con hipercolesterolemia se mantienen por arriba respecto 
a los pacientes control. De igual modo, recolectamos muestras anatómicas de arterias 
femorales de pacientes sometidos a amputación de miembro inferior y realizamos 
estudios de proteína y expresión génica para evaluar la presencia de PCSK9 en la 
vasculatura de pacientes con enfermedad arterial periférica. Como pudimos observar, 
todas las arterias femorales humanas muestran distintos grados de expresión de 
PCSK9, lo que sugiere un acúmulo exógeno en las lesiones ateroscleróticas. 
 
 
 Figura 26. PCSK9 se encuentra en lesiones ateroscleróticas avanzadas y en mayor 
cantidad en suero de pacientes hipercolesterolémicos. (A) Niveles de PCSK9 en suero de 
pacientes con hipercolesterolemia y pacientes controles. (B) WB de arterias femorales en 
pacientes sometidos a amputación por enfermedad arterial periférica. *p<0.05  
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Discusión 
La aterosclerosis es una patología compleja en la que inciden múltiples factores tanto 
celulares como bioquímicos. Así, desde los niveles altos de colesterol en sangre, que 
son por mucho el factor más importante y predisponente para su desarrollo, hasta 
factores ambientales o alteraciones genéticas que afectan los sistemas reguladores de 
la homeostasis vascular inciden en su evolución. Los macrófagos como célula clave en 
la acumulación de lípidos y desarrollo de la placa a través de la generación de moléculas 
de inflamación, las células endoteliales en la activación y reclutamiento de estas células 
y el músculo liso vascular que prolifera y retiene el sitio de lesión.  
Nuestros resultados aportan un mayor conocimiento sobre el efecto que PCSK9 ejerce 
en el desarrollo de aterosclerosis más allá de la regulación del LDL-R y sus efectos en 
los niveles plasmáticos de LDL. Hemos evidenciado que esta proteasa no se expresa en 
el músculo liso vascular, las células endoteliales y en los macrófagos, contrario a 
observaciones previas61,111. Sin embargo, la circulación constante de PCSK9 en plasma 
proveniente del hígado hace que ésta se incorpore en las células, ya sea a través de la 
ya conocida endocitosis mediada por el LDL-R o también de manera independiente de 
él, como evidenciamos con el uso de macrófagos Ldl-r KO. De hecho, no sólo la 
endocitosis mediada por receptor o la pinocitosis, si no también deben existir otras vías 
aún desconocidas de entrada a la célula para PCSK9 como puede ser el transportador 
CD36 o incluso la endocitosis mediada por caveolina, a estudiar más adelante. En este 
contexto, pocos trabajos han investigado mecanismos alternos de entrada de PCSK9. 
Demers et al. observó la regulación de CD36 por PCSK9 en células HEK293 y HepG2123, 
como hemos presentado nosotros en macrófagos. Existen estudios que proponen que 
la entrada de colesterol puede ser independiente de estos receptores28, lo que también 
proponemos para PCSK9, tanto la proteína sola como unida a complejos con las LDL. 
Agregados de lipoproteínas pueden ser capturados por la célula a través de fagocitosis 
e incluso la pinocitosis puede incorporar partículas nativas de LDL29. PCSK9 puede ir 
unida a las LDL y entrar por esta vía o incluso ser endocitada de forma independiente. 
Una vez capturadas, las partículas de colesterol son hidrolizadas en los endosomas a 
colesterol libre y ácidos grasos. Por otro lado, PCSK9 no se degrada en cuanto ingresa 
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en la célula, incluso ésta puede permanecer en el macrófago por más de 24 horas sin 
presentar cambios en su concentración intracelular.  
Estudios histológicos de placas humanas muestran en las lesiones poblaciones de 
macrófagos M1 y M2. Los macrófagos M1 inflamatorios secretan citoquinas 
inflamatorias como IL-6 y IL-12, además de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. 
Los macrófagos M2 antiinflamatorios expresan arginasa-1 así como TGFb y, 
usualmente se encuentran distantes a los sitios donde los M1124,125.  Sin embargo, los 
fenotipos de macrófagos en las lesiones parecen ser más complejos debido a que se 
encuentran en un microambiente de señales diversas e incluso opuestas. En este 
contexto, presentamos por primera vez que la endocitosis de PCSK9 en los macrófagos 
induce una mayor producción de especies reactivas de oxígeno tanto en una población 
como en otra, lo que es importante desde el punto de vista de progresión de la placa. 
Se ha observado que los macrófagos M2 suelen estar presentes en los estadios iniciales 
de la lesión, durante la formación de la estría grasa y, conforme progresa, la población 
pasa a ser más densamente poblada por macrófagos M1126. 
La producción de especies reactivas de oxígeno promueve la disfunción del endotelio, 
la oxidación de las LDL así como la disminución en la biodisponibilidad del NO•, lo que 
conlleva a la vasoconstricción vascular, agregación plaquetaria y a la adhesión de más 
leucocitos al endotelio127,128.  El H2O2 promueve la aterogénesis a través de la 
producción de factores de transcripción, entre ellos NFkB, que participa en la expresión 
de moléculas de adhesión como VCAM-1, ICAM-1 entre otras citoquinas. De este modo, 
la producción de ROS por los macrófagos M1 y M2 por efecto de PCSK9 tiene una acción 
deletérea en los sitios de lesión, característica no conocida de esta proteasa. Se ha 
descrito que la tensión tangencial o shear stress promueve un aumento en la producción 
de ROS por células endoteliales y músculo liso, acompañado de un aumento en la 
expresión de PCSK961.  También el estímulo con LPS induce expresión de PCSK9 en 
estas células. En comparación con esos resultados, nosotros no observamos expresión 
de PCSK9 ni en condiciones basales ni bajo el efecto de LPS en endotelio ni músculo 
liso ni en macrófagos. Por el contrario, la producción de ROS por los macrófagos es 
promovida por la presencia de PCSK9 exógena. 
La activación de este estado por PCSK9 predispone al macrófago a una muerte por 
necrosis cuando se somete a estímulos apoptóticos. La inducción de apoptosis con 
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estaurosporina mostró que, bajo el estímulo de PCSK9, las células apoptóticas anexina 
V+ eran menos que en los grupos controles. Sin embargo, el porcentaje de células 
muertas anexina V+/DAPI+ era mayor en presencia de PCSK9. Un trabajo describe que 
en células de feocromocitoma de rata, la apoptosis inducida por oxLDL promueve una 
expresión de PCSK9 y que su silenciamiento reduce la muerte en estas células129. Otro 
trabajo, precisamente hecho en macrófagos THP-1 estimulados con oxLDL, refiere la 
expresión de PCSK9 tanto a nivel genómico como proteico y el silenciamiento de 
PCSK9 disminuye la apoptosis de estas células ocasionada por oxLDL130. Resultados 
con los cuales diferimos, ya que la expresión de PCSK9 en macrófagos THP-1 como en 
los cultivos primarios humanos es nula a nivel basal como bajo estímulos polarizantes y 
oxLDL realizados en las primeras aproximaciones de esta tesis.  
Varios estudios han investigado el papel de las NOX por individual en modelos murinos 
de aterosclerosis. Por ejemplo, los niveles de expresión de Nox2 fueron elevados en 
aortas de ratones ateroscleróticos ApoE-/-, mientras que los de Nox4 no fueron 
modificados significativamente entre grupos ApoE-/- y WT131. Sin embargo, estudios 
que utilizan la deleción de Nox2 en ratones ApoE-/- no dan resultados consistentes. En 
los ratones doble KO Nox2-/-/ApoE-/-, sometidos a una dieta alta en grasas, se encontró 
que no hay una protección contra la aterosclerosis cuando se examinaron los senos 
aórticos de ambos grupos, a pesar de la disminución en la producción de anión 
superóxido vascular132. Resultados similares se han reportado en ratones p47phox-/- 
(subunidad citosólica de NOX) cruzado con ApoE-/-133. La sobre-expresión de Nox2 
endotelial en ratones ApoE-/- fue suficiente para incrementar la producción de 
superóxido vascular, aumentar la activación endotelial y el subsecuente reclutamiento 
de macrófagos, pero este aumento inicial en el reclutamiento de macrófagos no alteró 
la progresión de aterosclerosis134. En contraste con estos estudios, Barry-Lane y 
colaboradores encontraron que la lesión del área total de la aorta (desde el arco hasta 
la bifurcación) se encontraba reducida en ratones p47phox-/-/ApoE-/-, sugiriendo que 
NOX1 y NOX2 pueden estar involucradas en el desarrollo de aterogénesis135. Las 
discrepancias entre estos resultados pueden deberse a que la deleción de p47phox-/- 
promueve una inmunodeficiencia en los ratones, los cuales presentan infecciones y 
cursan con una inflamación crónica que puede contrarrestar los efectos anti 
ateroscleróticos de la pérdida de función de NOX. 
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Enfocándonos en el macrófago, analizamos la expresión de las distintas isoformas de 
NOX (NOX1, NOX2, NOX4) y sólo NOX2 se expresa en estas células.  
El aumento observado en la expresión de NOX2 por PCSK9 supone el aporte de anión 
superóxido producido por esta enzima para luego ser convertido en las distintas 
especies reactivas de oxígeno y nitrógeno como el peróxido de hidrógeno o los 
peroxinitritos observados en los ensayos de producción de ROS en los macrófagos. Así 
mismo, este aumento en la expresión de NOX2 se acompaña del aumento en NFkB, que 
promueve la producción de VCAM-1 e ICAM-1 por el endotelio136, CXCL1, que está 
vinculada a la adhesión y transmigración de los monocitos137 y CD47, que participa en la 
migración de leucocitos138. Las observaciones que obtuvimos de los ensayos de 
migración no son estadísticamente significativas pero muestran una tendencia de los 
macrófagos a migrar más que los grupos controles. La inhibición de NOX2 con el uso 
de VAS2870 permitió contrarrestar los efectos observados en la producción de ROS y 
la disminución del potencial de membrana, lo que sugiere que NOX2 es necesaria para 
esta activación inducida por PCSK9. 
Mientras que los estudios en modelos animales son conflictivos, la deficiencia 
hereditaria de la NADPH oxidasa, particularmente NOX2, ocurre en los humanos con la 
enfermedad granulomatosa crónica (EGC). En humanos, la deficiencia genética de 
NOX2 está asociada a un incremento de la vasorrelajación dependiente del endotelio y 
una disminución de marcadores de envejecimiento y estrés oxidativo139. De manera 
importante, la disminución en el tamaño de la lesión aterosclerótica ha sido descrita en 
estos pacientes, lo que enfatiza un posible rol de NOX2 en el desarrollo de 
aterosclerosis140. Aunque prometedoras, estas observaciones deberían interpretarse 
cuidadosamente, ya que la enfermedad granulomatosa crónica es una enfermedad 
seria que conlleva importantes cambios en el sistema inmune, el cual puede afectar la 
vasculatura en otras distintas formas. 
Para obtener una mayor aproximación a nuestras observaciones in vitro, comparamos 
el suero de pacientes diagnosticados con hipercolesterolemia contra pacientes 
controles que mantienen niveles <200 mg/dl. La expresión relativa de PCSK9 en el suero 
de pacientes hipercolesterolémicos fue significativamente mayor que en los controles, 
lo que explica los mayores niveles de LDL en este grupo. Así mismo, la aproximación 
que realizamos con las arterias femorales de pacientes con enfermedad arterial 
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periférica nos hace proponer que PCSK9 está presente en la vasculatura, pero que esta 
expresión proviene del exterior, principalmente del hígado, se deposita en los sitios de 
lesión y promueve el desarrollo de aterosclerosis a través de la producción de ROS en 
los macrófagos presentes en la placa. Cabe señalar que los monocitos circulantes en el 
torrente sanguíneo no capturan esta proteína del plasma, lo que sugiere que esto ocurre 
sólo al migrar al espacio subendotelial y diferenciarse en macrófagos. 
Finalmente, las observaciones de PCSK9 sobre los niveles circulantes de LDL 
impulsaron el desarrollo de fármacos dirigidos al bloqueo e inhibición de esta proteasa. 
Al día de hoy, terapias biológicas a base de anticuerpos monoclonales han sido ya 
aprobados y se encuentran en el mercado bajo los nombres de Repathaâ (evolocumab) 
y Praluentâ (alirocumab), cuyos resultados preliminares en los más recientes ensayos 
clínicos muestran reducciones significativas en los niveles de LDL respecto a los grupos 
tratados con placebo, así como una disminución en el riesgo de eventos 
cardiovasculares141.  Nuestro siguiente paso será evaluar si el bloqueo de PCSK9 con el 
uso de anticuerpos monoclonales impedirá que sea endocitada por los macrófagos y 
que éstos dejen de producir las radicales libres que promueven disfunción y 
enfermedad. A pesar de los resultados satisfactorios que la terapia biológica muestra 
en la inhibición de PCSK9, es fundamental profundizar en la fisiología de esta proteína 
en los distintos órganos y sistemas del cuerpo humano. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 71 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones 
 72 
Conclusiones 
Las conclusiones de la presente tesis son: 
 
 PCSK9 no se expresa en macrófagos, endotelio y músculo liso vascular. 
 
 PCSK9 es secretada mayoritariamente por el hígado y es captada por el 
macrófago, disminuye los niveles de CD36 y LDL-R y su entrada no depende 
exclusivamente de este último receptor. 
 
 PCSK9 aumenta la producción de radicales libres en macrófagos, disminuye el 
potencial de membrana mitocondrial y sensibiliza estas células a la muerte por 
necrosis. 
 
 La producción de radicales libres dependientes de PCSK9 proviene de la 
activación de la NADPH oxidasa NOX2 y su inhibición revierte 
significativamente este efecto. 
 
 PCSK9 induce una mayor expresión de CD47 y CXCL1 en macrófagos y 
promueve un discreto aumento en la migración de estas células. 
 
 PCSK9 no ejerce cambios en la fagocitosis de los macrófagos. 
 
 Los pacientes con hipercolesterolemia presentan niveles elevados de PCSK9 en 
suero respecto a pacientes controles. 
 
 PCSK9 se expresa a nivel proteico en arterias ateroscleróticas avanzadas, lo que 
sugiere una acumulación de esta proteína en el tejido vascular proveniente del 
hígado y su posible implicación en la evolución de la enfermedad 
aterosclerótica. 
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Conclusions  
The conclusions of this thesis are: 
 
 PCSK9 is not expressed in macrophages, endothelium and vascular smooth 
muscle cells.  
 
 PCSK9 is secreted mainly by the liver and its captured by macrophages, this 
reduces CD36 and LDL-R levels and its capture doesn’t depend exclusively by 
this last receptor. 
 
 PCSK9 increases the production of reactive oxygen species in macrophages, 
decrease the mitochondrial membrane potential and become these cells 
sensitive to death by necrosis. 
 
 The PCSK9 dependent free radicals production come from the activation of the 
NADPH oxidase NOX2 and its inhibition reverts this effect. 
 
 PCSK9 induce a higher expression of CD47 and CXCL1 in macrophages and this 
promotes a discreet increase in migration in these cells.  
 
 PCSK9 doesn’t influence macrophage phagocytosis. 
 
 Patients with hypercholesterolemia have increased serum levels of PCSK9 
compared to controls. 
 
 PCSK9 protein is expressed in advanced atherosclerotic lesions, which suggests 
an accumulation of this in vascular tissues from the liver and its possible role in 
the evolution of the atherosclerotic disease.  
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